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論文内容要旨 
 
（題目）In vivo で S1P リアーゼ阻害活性を示す化合物の作用機序解明とその創薬応用 
（氏名）大豊 衛 
 
 スフィンゴシン 1-リン酸（S1P）は、生体膜を構成するスフィンゴ脂質の代謝産物の 1 つで、
血管内皮細胞やリンパ球をはじめとする様々な細胞種に対して、増殖、分化、形態調節、運
動制御などの多彩な作用を及ぼす脂質メディエーターである。この S1P を不可逆的に分解する
酵素である S1P リアーゼ（S1PL）は、胸腺−血漿間、もしくは二次リンパ組織−リンパ液−血
漿間に存在する“S1P 濃度勾配”の形成に重要な役割を果たしている。免疫応答に中心的な
役割を担う成熟リンパ球が胸腺や二次リンパ組織から血液中へ移行する際、この S1P 濃度勾
配が駆動力となり、リンパ球上の S1P 受容体（S1P1）を介した化学遊走が引き起こされる。
したがって S1PL活性を阻害すると、S1P濃度勾配が消失し、胸腺や二次リンパ組織からのリン
パ球の移出が滞る。結果として、末梢循環リンパ球が減少し、免疫抑制状態が誘導されると考
えられることから、近年、本メカニズムを標的とする創薬研究が活発に進められてきた。 
 S1PL阻害物質として現時点でよく知られているのが、in vivoでの S1PL阻害作用が確認さ
れている 2-アセチル-4-テトラヒドロキシブチルイミダゾール（THI; Figure 1）、及びその誘導
体 LX2931 である。これらの周辺化合物を幅広く探索することによって、さらに魅力的な S1PL
阻害薬候補の創出が期待されるものの、本系統の化合物では S1PL阻害作用が in vitro で
確認できていない。このようなケースでは in vivo アッセイに頼らざるを得ないため、評価できる検
体数が極端に制限されるうえ、構造活性相関を得ることもきわめて難しい。こうした問題が、
THI を出発物質とした場合の S1PL 阻害薬の開発を阻む大きな要因と考えられる。したがって、
THI の S1PL 阻害メカニズムを解明できれば、合理的な誘導体デザインが可能となり、さらにそ
の作用を in vitro で検出・評価する系を構築することで、より多くの化合物のスクリーニングが可
能となる。このことにより、THI や LX2931 を凌駕する S1PL 阻害物質を発見できる可能性が
飛躍的に高まるものと期待される。以上の観点から、本研究では、「THI および周辺化合物の
in vitro における S1PL阻害作用の解明・評価」につき検討することとした。 
 
 THIのように、in vivoで認められている作用が in vitroで再現できない化合物では、間接的
な作用、もしくは活性代謝物の存在が疑われる。特に後者については、いくつかの先行研究があ
るものの、用いられた手法の感度や網羅性が不十分であった可能性が高く、十分な検証がなさ
れているとは言い難い。そこで著者らは、THI の代謝物がリンパ球減少作用を発揮するという仮
説に基づき、活性本体、あるいはそこに至る代謝中間体の手掛かりを得るため、各種THI周辺
化合物の薬理活性を調べることとした。なお、化合物をデザイン・合成する際には、THI と共通
の薬理学的機序を有すると考えられる 4-デオキシピリドキシン（DOP）の化学構造を参考とし
た。げっ歯類を用いた一連のスクリーニングの結果、イミダゾール 4 位の置換が薬理活性に大きく
影響することを見出し、特に本部位をヒドロキシメチル基に置換した A6770（Figure 1）は、
THI と同様、S1PL阻害作用に基づく強いリンパ球減少活性を有していた。 
 引き続き、A6770の S1PL阻害作用を精査するため、S1PL阻害に関わる因子、すなわち、
S1PLの補酵素であるピリドキサール-5ʼ-リン酸（PLP）生合成経路への作用につき検討した。
その結果、A6770 は PLP の前駆体であるビタミン B6（VB6）の細胞への取り込み、さらに
VB6をPLPに変換するピリドキサールキナーゼ（PDXK）に対して、それぞれ阻害作用を有する
ことが明らかとなった。これらはDOPと共通する性質であり、そのためA6770がDOPと同じPLP
アナログ型の S1PL 阻害物質であることが推測された。そこで、組み換え PDXK を用いて
A6770 のリン酸化を調べたところ、リン酸化体（A6770-P; Figure 1）への変換が確認され、
さらにA6770を投与したラット胸腺中でA6770-Pが経時的に検出されたことから、リン酸化体
への変換が生体内でも起こることが示された。さらに、アポ体（PLP非結合型）S1PLを豊富に
含む細胞膜画分を用いたセルフリー酵素アッセイを行い、本リン酸化体が S1PL を直接阻害す
ることを明らかとした。 
 ここまでのデータから、
THI は A6770、次いで
A6770-Pへの生体内変 換
を介して、リンパ球減少 作
用を発揮していることが推 測
された。そこで、THI を投 与
したラットの末梢血を経 時
的に採取し、THI の血漿 中
濃 度 推 移 と と も に 、
A6770 生成の有無を調 べ
た。その結果、投与 7 時 間
後以降の血漿中に明らかに A6770の出現が認められ、その濃度推移は同時に測定したリンパ
球数の経時変化とも辻褄の合うものであった。また、抗生物質を前投与することにより、上記
A6770の出現やリンパ球数減少作用が認められなくなったことから、THIからA6770への変換
に腸内細菌が関わっている可能性が示唆された。以上の結果により、長年不明であった THI の
リンパ球減少メカニズムに関して、初めて直接的な証拠を伴う理論を提示するに至った
（Figure 1）。 
 
 さて、バラエティに富む S1PL阻害物質を獲得するには、THI周辺に加え、それ以外の系統の
化合物も対象とした大規模なスクリーニングの実施が強く望まれる。そこで、上記で得られた知
見に基づき、スループットの高い in vitroの S1PL阻害評価系の構築を目指すこととした。通常、
酵素阻害薬は最初にセルフリーの生化学的アッセイでスクリーニングされるのが一般的だが、
S1PL が細胞内小胞に局在する膜タンパク質であることや、A6770 のように、細胞内の別の酵
素（PDXK）で変換されて初めて阻害活性を獲得する化合物が存在するなどの事実を鑑みる
と、セルベースアッセイを用いるのが適切であると思われた。また、S1PL 反応の生成物であるヘキ
サデセナールを測定対象とすることは困難と考えられたことから、「細胞を化合物で一定時間処
理して S1P を増加させる工程」、および「細胞内に蓄積した S1P を定量する工程」の 2 つのス
テップをそれぞれ最適化することとした。 
 最初に、S1PL 阻 害
作用の評価に適し た
細胞を探索した。強 制
発現細胞と内在性 発
現細胞株のそれぞ れ
についてフィージビリ テ
ィを検討し、最終的 に、
マウス胸腺ナース細 胞
IT-79MTNC3 を 選
択した。また、基質 前
駆体であるスフィンゴ シ
ン（Sph）をアッセイ培地中に添加したり、Sph からセラミドへの変換酵素を阻害するフモニシン
B1（FB1）で前処理することにより、基質である S1P の供給量を増大させ、アッセイの高感度
化を図った。本条件下でDOPを評価したところ、先行研究を上回る感度（≥40 μM）でS1P
増加作用を検出できたものの、目的とする鋭敏なスクリーニング系を実現するには依然として不
十分であった。そこで、先行研究も含めて実験プロトコールを振り返ってみたところ、汎用培地中
に過剰量存在する VB6類が、化合物の S1PL阻害作用を減弱させている可能性が浮かび上
がってきた。これを踏まえ、VB6を完全に除去した培地［VB6(−)培地］を特別に作製し、さら
に S1PL 活性の完全消失を防ぐため被験化合物処理時に限ってこれを使用することで、極めて
低い濃度（≥10 nM）で DOP の作用が検出できるようになり、目的とする高感度化を達成す
るに至った。 
 引き続き、細胞内に蓄積した S1P をハイスループットに検出・定量する手法の開発に取り組ん
だ。既存の手法は、TLC や HPLC などクロマトグラフィー分離に基づくものがほとんどであり、多検
体の一斉分析には不向きであった。検出系のスループットを高めるには、マイクロプレート上で操
作可能なことや、測定対象物の分離操作が不要もしくは簡便なことが重要である。そこで著者
は、自身のこれまでの研究経験から、ラジオアイソトープを用いる汎用ホモジニアスアッセイ技術の
1 つであるシンチレーション近接アッセイ（SPA）の利用可能性を着想した。リン酸モノエステル
型脂質という構造的特徴から、S1PL の基質である [3H]ジヒドロ S1P（dhS1P）がケイ酸イ
ットリウム（YSi）SPA ビーズに結合すると予想し、これを検証したところ、脱リン酸化体の [3H]
ジヒドロ Sph（dhSph）に比べて約 15倍の効率で検出できることが判明した。これを踏まえて
Figure 2 に示す新規セルベースアッセイ系を考案し、複数の S1PL 阻害物質を用いて既存の
手法と比較することにより、本法で得られるデータの妥当性を証明した。これらの成果を組み合
わせることにより、機能的な S1PL阻害物質を迅速にスクリーニングすることが可能となった。 
 
 以上、本研究で得られた成果は、THI周辺化合物を含む多種多様な化合物ソースの中から、
機能的な S1PL 阻害物質を効率的に見出し、さらにそれらの作用を非臨床または臨床におい
て精査するうえで、大いに役立つものと考えられる。 
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論 文 題 目：In vivoで S1Pリアーゼ阻害活性を示す化合物の作用機序解明とその創薬応用 
 
 血管内皮細胞やリンパ球などの様々な細胞の増殖、分化、形態調節、運動制御などの多
彩な生理作用に関与する、脂質メディエーターとして注目されるスフィンゴシン 1-リン酸
（S1P）は、S1P リアーゼによって不可逆的に分解される。この反応は、胸腺や二次リン
パ組織と血液の間に S1P の濃度勾配を形成するうえで重要であり、それがリンパ球上の
S1P受容体を介する化学遊走の駆動力となる。したがって、その活性の低下は S1Pの濃度
勾配の消失を招き、免疫抑制状態を誘導するものと考えられている。S1Pリアーゼ阻害活
性を示す物質として、それまで 2-アセチル-4-テトラヒドロキシブチルイミダゾール（THI）
やその誘導体が知られていたが、いずれも in vitro でその作用を直接確認できていない。
著者は、in vivoでしか確認されない S1Pリアーゼ阻害活性は、THIではなくその代謝物に
よるものと考え、そのメカニズムを解明するために周辺化合物の薬理活性を調査した。 
 まず、THIの類縁物質を種々合成し、ラットを用いて in vivoで S1Pリアーゼ阻害活性を
調べた。その結果、THIのイミダゾール 4位をヒドロキシメチル基に置換した物質（A6770）
が、THIと同様に S1P リアーゼの活性低下に基づく強いリンパ球減少活性を示した。S1P
リアーゼの補酵素であるピリドキサール-5’-リン酸は、ピリドキサールキナーゼの作用に
よってビタミン B6 から生成されるが、著者はビタミン B6 の細胞内への取り込みとその
ピリドキサール-5’-リン酸への変換を A6770が抑制することを見出した。しかも A6770が
生体内でピリドキサールキナーゼによってリン酸化され、生じたリン酸化体が S1Pリアー
ゼを直接阻害することも明らかにした。さらに THIを投与したラットの末梢血を経時的に
採取し、THIおよび A6770 の血中濃度推移とリンパ球数の経時変化を調べたところ、THI
の A6770への代謝により、薬理活性の経時変化を矛盾なく説明できた。また、同様の実験
でラットに抗生物質を前投与して腸内細菌中の酵素活性を抑制したときには血中に
A6770が出現せず、リンパ球数も減少しないことから、THIから A6770への変換には腸内
細菌が関与することも明らかにした。こうした一連の研究成果により、THIの S1Pリアー
ゼ阻害活性に基づくリンパ球減少のメカニズムの全貌を初めて明らかにした。 
 これまでの結果により、S1Pリアーゼ阻害のメカニズムが一つの酵素反応の阻害にとど
まらず、細胞内の別の酵素による反応も関与することから、評価系の構築にはセルベース
アッセイが適していると考え、種々の条件を最適化した後、シンチレーション近接アッセ
イによる評価系の構築に成功した。以上、本研究の成果は、S1Pリアーゼの活性阻害に基
づく創薬を加速するうえで極めて重要な知見をもたらしたことから、本論文は博士（薬学）
の学位論文として合格と認める。 
